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正常 ヒ ト表皮 に お ける細胞動態の 性， 年齢お よび 部位 に よる 変動を フ ロ ー サイ トメ トリ ー に より検
討 した． n 旬 81歳 の皮膚良性腫瘍患者42人 の手背お よび豚骨部 か ら採取 した 正常皮膚片 を酢酸固定後塵
音波処理 し て裸核浮遊液 を作 り， それ を R Na se お よ び 沃化 プ ロ ビ ジ ウ ム で 処理 して フ ロ ー サイ トメ ー
タ ー で 測定 し， S 期細胞お よび G2＋ M 期細胞の 比率 を電算機 で算定 した． こ れ ら の パ ラ メ ー タ ー に 性お よ
び年齢に よ る差異は認 め られ な か っ た ． S 期細胞お よ び G2 ＋ M 期細胞の 比 率 に は部位 に よる有意差が認め
られ ， い ずれ も腸骨部 に お ける よ り も手背に お い て よ り高い 値 を示 した． その よ う な部位差は長期間に わ
た る露光に よ り生 じう る よう に 思わ れた ．
Key w ords flo w cytom etry， epiderm alc e11 kinetics
正 常表皮で は， 基底層 に存在 す る胚芽細胞が 一 定の
細胞周期 を経て 分裂 し， 再生産 され た 細胞が表皮の表
面か ら剥離脱落す る角質細胞 を補う こ とに よ っ て組織
の 恒常性が維持さ れ て い る ． しか し， 胚 芽細胞 の 細胞
周期と細胞増殖 は外界 か ら表皮 に 加 え られ る種 々 の 刺
激， た と え ば ス コ ッ チ テ ー プ に よ る 角質層の 人 工 的剥
離り2や 紫外線照射31に よ り大き な影 響 を受 ける こ とが
知 られ て い る． また， 顕著な 表皮肥厚 を示 す乾癖 で は
胚芽細胞 の 細胞周期の 変動と細胞増殖 の 完進が起 こる
こ と が知 ら れ て い る41
．
そ れ故， 表皮細胞の 動態に 関す
る研究は ， 正 常表皮に お ける 生 理 的な細胞再生産 の 機
構 を理解 す る た め に， ま た紫外線の 影響や乾療 の 病態
生 理 を理 解す る ため に 盛 ん に 行わ れ て きた ． 近年 こ の
分野 を中心 と し て 皮膚科領域の 研究に フ ロ ー サ イ トメ
ト リ ー はo w cyto m etry， FC Mlが 利用 され て い る が，
そ の 導入 は他 の 領域に お け る よ りも遅 く， それ に よ る
情報 も少 な い ． その 大き な理 由は， デ ス モ ゾ ー ム に よ
り互 い に 強く接着 して い る表皮細胞 を損傷 する こ と な
く 分散 して FCM 測 定用 の 単離細胞浮遊液を得 る こ と
が技術的に 容易 で なか っ た た め であ る ． し か し， 近年
M dlle rら51に よ っ て F C M測定用試料 の 作製は著 し
く 改良 され ， 信頼 で き る デ ー タが 得ら れ るよ う に な っ
た
．
著者は こ の 改良法 を用い て正常 ヒ ト表皮 か ら裸核浮
遊液を作 り， その D N A分布 を F C M で測定 し， S期細
胞お よ び G2＋ M 期細胞 の 比 率 の 変動に 影響 を及 ぼ す
因 子 に つ い て 検討した の で 報告す る．
材料お よ び方法
0 へ 81 歳 く平均 49．1歳1 の 男性29 人およ び い － 4 1
歳 く平均 19．5歳つ の 女性 13人 の 患者か ら皮膚片を採
取し た． 患者は良性皮膚腫瘍以外の 疾患を有せ ず， ま
た細胞周 期 に 影響 を及 ぼ す薬剤を服用 して い な い も の
で あ っ た ． 生 検は患者の 同意 を得 たの ち 行 っ た ．
生検 は 1 ％ メ ビバ カ イ ン で 局所麻酔後施行 し， 約 1
c m
2の 皮膚片 を採取 した ． 細胞周期の 日周 期変動を除
外 する た め， 生 検は す べ て午前 11時頃 に 行 っ た ． 皮膚
片 は手背お よ び腸骨郡の 正 常皮膚 か ら それ ぞ れ 21 個
採取 され た．
表皮細胞の 裸核 の 浮遊液 は M dller ら51の 方法 に よ
り 作製 した ． す な わ ち， 皮膚片 を 1 ％酢酸に 4
0
Cで
24 へ 72時間浸潰 し， 表皮を真皮 か ら 剥離 した の ち， 表
A bbr e viation s ニC V
， C Oeffic ent of v ariatio n三 E D T A， ethylenedia minetetra ac etic a cidニ
F C M， flo w cyto m etry 三LI， labelling indexi M I， mitotic in dexi P B S， phosphatebuffered
S alin eニ R Na se， ribo n u cle ase．
2皮 を 0．3％ジ チオ ス レ イ トルくSigm al 含有0．2 M リン
酸緩衝塩類溶液 くpho sphate buffe red s alin e， P B S，
pH 7．4うに 37
0
Cで 15分間浸漬 し， 水冷し つ つ 超 音波処
理 し た
． 超 音波処 理 に は Bra n so nSo nic Po w er，
M ode1 200 So nifierを使用 した ． 得 ら れ た核浮遊液 を
27JLm ナイ ロ ン メ ッ シ ュ くN B C 工業 N． No ．S457SJ
で 濾過 したの ち， 濾液 を300g で 3 分間遠JLl， 沈漆 を
P BSで 再遠心 して核 を単離 した ． こ れ を 0．25％ribo －
n u cle a s eくR Nase， Sigm a Ty pe II Al 含有P BS に
37
Q
C で 30分間浸漬， P B S で洗浄 し， 沃化 プ ロ ビ ジウ ム
く50m g川 で 1時間染色後， 再度 27メイm ナイ ロ ン メ ッ
シ ュ で 濾過 して F C M測定 に 一供 した ．
個々 の 核の D N A 量 の測定に は Ortho， Cytoflu o ro－
gr af 50－ H を使 用 し た． 測定 前 に ， 標 準螢光粒子
くCo ulter， Lot34521 を用 い て 試料の流量率 を毎秒約
100偶 に ， また ヒ ス トグラ ム の 変動係数くc o effic e ntof
V ariation ，C Vlが 3％以下， 散乱光の C V が4％以下
と な るよ う に機械 を調整 した ． D N Aヒ ス トグラ ム を
得 るた め毎 回平均約 10万偶 の核 を測定 した． Gl＋ Go
期 の 細胞，S 期の細胞 およ び G2＋ M 期の 細胞 の比 率は
Fujika w aら61の プ ロ グ ラ ム を用 い て電算機で算定さ
れ， い ずれ も表皮の 全有核細胞数 に 対す る百分率で表
わ す こ と と した ． なお ， 推計学的 に 比 較す る 2群の 分
散 を F検定法 で 検定 し た の ち， 平 均 値 士標準誤 差
くm e an土S E Mlを算定 し， t検定 を行 っ た ． また ， 3
群 の群間比較 は分散分析後多重比較 を行 っ た．
成 績
得 られ た測 定値 を性別， 年齢別 お よ び部位別 に 解析
した．
表 1 は女性群と男性群の 正 常表皮 に お け る DN A分
布 を示 す． S 期細胞 お よ び G2 ＋M 期細胞の 比率 に つ い
で 性差 は認 め られ な か っ た ．
表2 は手背 と腸骨部の 正 常表皮に お け る D N A分 布
を示 す ．S 期細胞お よ び G2＋ M 期細胞の 比 率は い ずれ
も腸骨部に お け る よ りも手背 に お い て有意 に よ り 高い
値 を示 した ．
表 3， 4 は 3群 の異な る年齢集団 ， す なわ ち， 若年
者群 く0 旬 19歳ン， 壮年者群 く20へ 59歳1 お よび 高齢
者群 く60へ 81歳う に お け る D N A分布 を示 す． 部位に
よ る差異 を除外す る ため ， こ こ で は手背に 関 す る測定
値 と腸骨部 に 関す る測定値 を別々 に 解析 した． その 結
果， 手 背 と腸骨部 と も に S 期細胞 の 比 率 に つ い て も
G2十 M 期細胞 の 比 率 に つ い て も 3群 の 間 に 有 意差 は
認め ら れ な か っ た ．
考 察
F C M測定用 の 単離細胞浮遊液 を作 る た め に は表皮
を真皮か ら 分離 し， さ らに デ ス モ ゾ ー ム に よ っ て互 い
に 接 着 し て い る表皮細胞 を分散す る こ と が 必 要 で あ
る． その た め の 方法と して酵素処理法と非酵素処理法
がある． 酵素処理 法の 代表的な もの は Cla u s enらの 方
Table l． T he D N A distr butio nin n o r m al epidermis of fe m ales a nd m ale s













Re sults e xpre ssed as per c e ntage土S E Mofn u cle ated cells－
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Res ults e xpre s sed a sperc entage士S E Mof n u cle ated c e11s －
ヒ ト表皮の フ ロ ー サイ ト メ トリ ー
Table 3． T he DN A distributio nin n o r m alepide rmis ofthe ba ck of ha ndsin
diffe re nt age gro ups





























Rusults e xpr e ss ed a sper占e ntage士S E Mofn u cle ated c ells．
Table 4． T he DN A distributio nin n o r m alepide r mis oftheilia c regio nin differ e nt
age gr O upS































Res ults e xpre ss ed a spe rc e ntage士S E Mofn u cle ated c ells．
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4 早
法7Iで ， それ は 皮膚片 を0．25％ トリ プ シ ン 液の 表面に
37
0
Cで 約 30分間浮か べ た の ち， 真皮組織と 一 緒 に 表 皮
基底層 をそ れ よ り上 の 分化細胞層か ら 分 離し， 次 に 真
皮組織 に 付着 し て い る 基 底細胞 を ethyle n edia mine－
tetr a a c6tic a cidくE D T Al 液中で 機械的 に振 とう し て
分散する 方法で ある． なお ， こ の 方法 で 得ら れ た単離
細胞 は そ の 後 100％エ タ ノ ー ル で 固 定 す る 必 要 が あ
り， また 得ら れ た S 期細胞お よび G2＋ M 期細胞の 比
率 はい ずれ も表皮基底層の 細胞数に 対す る 百分率 で 表
さ れ る こ と に な る
． 非酵素処 理法 の 代表的な も の は
M 〆11erらの 方法6ユで ， そ れ は 皮膚片 を 0．5へ ■1 ．0％酢
酸 に 5
0
Cで 24へ ノ72時間浸漬 した の ち表皮 を真皮 か ら
分離 し， 次 に表皮 を 0．3％ ジ チオ ス レ イ ト ル 液に 37
0
C
で 15分間浸漬後超音波処理 して 細胞 を破砕 し， 裸核 を
分散す る方法である． なお ， こ の 方法で 得 られ た S 期
細胞お よ び G2十 M 期細胞 の 比 率 は い ずれ も表皮 の 有
核細胞 の 総数 に対 す る百分率 で表さ れ る こ と に な る ．
著者 は 本研究の 予 備実験 と して 両者 を比 較検討 した
が ， Cla u se nらの 方法71に は真皮組織 と 一 緒 に 基底細胞
層を分化細胞層か ら分離す る操作が難 しく て 浮遊液中
に 基 底細胞 だ け で な く分化細胞が種々 の程度 に 混入 し
て く ると い う 短所があ り， ま た組織が 末固定 で あ るた
め生 検後細胞分散ま で の 操作 を遅滞 なく 進めね ばな ら
な い と い う制約も あ っ た ． こ れ に 対 して M dllerらの
方法引は操作 が 容易 で あ り， ま た 生検後直 ち に細胞 は
酢酸で固定され るか ら， その 後 24一 句 72時間の範囲内 で
適宜の 時間に 次の 操作 を始め る こ とが で き る と い う 長
所が あ っ た ． こ の よ う な理 由に よ り， 本研究で は M d
11erらの 方法引が用 い られ た ．
さ て ， 正 常 ヒ ト表皮に お ける細胞動態の研究 は従来
主 に 組織 学的方法 に よ っ て 得 ら れ た 核分裂 指数
くmitoticinde x， M IJ と オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ 一 に よ
り 得られ た標識指数 く1abelling inde x， LIl の 解析 に
基づ い て き た． Epstein ら
8Iは S 期細胞 の マ ー カ ー と し
て の3E － チ ミ ジ ン を使用 して オ ー トラ ジオ グ ラ フ イ ー
を行い ， 正 常 ヒ ト表皮の L工は 4．9％で あ ると初 め て報
告 した ． その 後正常 ヒ ト表皮の L工に 関す る 成績 は多
数報告 され て き た が ， それ ら の 間 に は 若干 の 混 乱が
あ っ た ． それ は標識細胞 の 数 え方に よ る もの で ， 若干
の 研究者9ト 12Iは基 底細胞 100個当た り の 標識基底細胞
数 と して L工を算定 したが ， 他の 研 究者
8－1り用 は基底細
胞 100個当た りの標識基底細胞数 ＋ 標識基底層直上層
細胞数 と して 算定 し た． 前 者 の 方 法 に よ る も の は
ge r min ativ eLI と呼ばれ ， そ の 値 は 2．2
句 3．8％9ト1 2，，
後者の 方法 に よ る もの はtotal LI と呼ばれ， その 値 は
4．2旬 5．5％引川 川 とされ て い る． こ の よう に 正 常 ヒ ト表
皮の Llに 関す る報告は か な り多 い が ， L工 と年齢 ま た
は 部位 と の 関係 に つ い て 述 べ た も の は ま だ少 な い ．
Kligm a n
川 は若年 者く18旬 25齢 と 高齢者く69ル 86齢
の 下肢 お よ び背の 皮膚 の 表皮 L工 を比較 し， L工の 年 齢
お よ び部位 に よ る 変動 を示 した ． す なわ ち， 高齢者 に
お ける L工値 は若年者 に お け る それ の 約 1ノ2 で あ り，
また 下肢 に お け る L工 は背 に お け る それ よ り も高値 を
示 した と述 べ てい る ． 一 方 ， T hu ringe rら1 51は種々 の 年
齢 の と 卜の腹部皮膚 に お け る M 工 を検索 し， M l は加
齢 とと も に増加す ると 述 べ て い る ．
正 常表皮の 細胞動態の F C Mに よ る研究は ま だ極 め
て少 な い ． Ba u e rら1 61は 女性 88 人 と男性 99 人か ら 採
取し た正 常皮膚片を ト リ プ シ ン ． 超音波で 処理 して 得
られ た表皮細胞浮遊液の D N Aヒ ス ト グ ラ ム を解析
し，S 期紳鱒お よ び G2＋ M 期細胞 の 比 率 に つ い で性差
は 認め ら れ ず， また S 期細胞の 比 率に つ い ては 部位差
も認め ら れ な い が ， G2十 M 期細胞の 比 率 に は部位差 が
あ り， 下肢 に お ける よ り も上 肢 に お い て有意 に 高か っ
た と報告 して い る． な お， G2＋ M 期細胞 の 比 率 は加齢
と とも に 低下 す る と述 べ て い る が， 対象者 の 年齢層の
詳細 は記載さ れ て い な い ． 一 方 ， Fr e ntz ら171は 36句 87
歳 の 下腿潰瘍患者20 人 か ら採取 し た正 常皮膚片を酢
酸 ． 超音波 で 処理 し て得ら れ た 表皮細胞の 核浮遊液の
D N Aヒ ス トグ ラ ム を解析 し， S 期細胞お よ び G2＋ M
期細胞 の 比 率 に つ い て は年齢お よ び性 に よる 差異は認
め ら れ ず， G2十 M 期細胞の 比 率に つ い て は部位差も認
め ら れ な い が ，S 期細胞の 比 率は部位差を 示 し， 大腿 前
面お よ び腸骨部 に お け る よ りも 前腕伸側 に おい て有意
に 高い こ と を報告 した ．
著者の成績 は，S 期細胞 お よ び G2十 M 期細胞の 比率
に 性差 お よ び 年齢差 が認 め ら れ な い 点 で は Ba u er
ら1 6や Fr e ntz ら
1 71の 成績に 一 致 した ． 部位差 に 関 して
著者の 成績 は S 期細胞 お よ び G2十 M 期細胞の 比 率が
い ずれ も腸骨郡に お ける よ りも手背 に お い て よ り高い
こ と を明 らか に した． こ れ は F C Mに よ っ て得 られ た
Ba u e rら1 61な ら び に Fr entz ら1 71の 成績 と 部分的に 一
致 し， ま た LIを パ ラ メ ー タ ー と し た Kligm a nl Olの 成
績 と 一 致 し た． 次の 間題 は正 常表皮 の 細胞動態の パ ラ
メ ー タ ー に お ける 部位差 の 要因で あ る が， こ の 点に つ
い て考察 し たも の は こ れ ま で 全く な い ． こ こ で 従来 の
他家の 実験 お よ び著者 の 実験 に お け る皮膚生検部位 と
成績 を再吟味 し てみ る と， 表皮細胞 の 増殖活性 を表わ
す パ ラ メ ー タ ー の 値 は 下肢 よ り も 上 肢 に お い て
くBa uer ら1 6り， 大腿 前面お よ び腸骨部よ り も前腕伸側
に お い てくFr e ntz ら1 7り， ま た腸骨部よ り も手背 に お い
て く著者う 高い こ とが 示 さ れ て い る ． す な わ ち， 表皮
細胞の 増殖活性 を表わ す パ ラ メ ー タ ー の 値 は非露光部
よ りも露光部に お い て よ り高い と い える． こ の こと か
ヒ ト表皮の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
ら 部位差 は長期 間に わ た る 日光照 射 に よ り 生 じ うる こ
と が推測さ れ る． こ の 間題 に 関 して ご く最近興味 ある
実験成績が 示 さ れ てい る． Hir o n eら 刷 は， 中波長と 長
波長 の 紫外線の 少 量 混合照 射を連 日 6週間施行後 ヘ ア
レ ス マ ウ ス の 表皮細胞動態の 変動 を F C M で検索し，S
期 細胞 お よ び G2 十 M 期細胞の 比 率 は照 射終了時 に 著
し い 高値を 示 す こと ， その 後徐々 に 低下 する が照 射終
了後 6 過日で も依然と し て 対照に 比 べ て有意に 高 い こ
と を示 した． こ の 実験成績 を考慮 に 入 れ る な ら ば， 本
研究 に お け る表皮細胞動態の パ ラ メ ー タ ー に お ける 部
位差 は主に 長期間 に わ たる 日光照 射 に よ り生 じ たも の
と考 えて よ い よ う に 思 われ る
．
結 論
亡巨 － 81歳 の 皮膚良性腫瘍患者 42 人か ら得 られ た正
常表皮 に お け る S 期細胞お よ び G2十 M 期細胞の 比 率
を F C M を 用い て測定し， 性， 年齢 お よ び部位に よ る変
動 を検討 した． 得 られ た成績は次 の よ う で あ る．
1 ． S 期細胞お よ び G2＋ M 期細胞の 比 率に 性お よ
び年齢 に よ る差異 は認め られ な か っ た ．
2 ． S 期細胞お よび G2＋ M 期細胞 の 比 率は い ず れ
も腸骨部の 表皮 に お ける よ りも 手背の 表皮 に お い て 有
意の 高値 を示 した． こ の よう な 部位に よ る差 異は長期
間に わ たる 露光 に よ
■
り生 じう る こ と が推測 され た．
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A bstract
Flow cyto metric studie sof epide r m al c ell kin etics w er epe rfo r m ed o n n o r rnalsk in obtain ed
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，
Wit h be nign c uta n e o u stu m o r s． Single n ucle a rsuspe n sio n w a s
pr epar ed by ultraso nic ation of t he epide r mis which had be e n s epa r ated from the der mis by
m ean of a c etic a cid， a nd the ntr e ated with R Na s e a nd pr opidiu m iodide for me asu r e m e nt with
flow cyto m ete r． T he pr opo rtio n s of S
－ a nd G2＋M
－fr a ctio ns w e r e estim ated u sing a c o mpute r
wit ha spe cific progr a m． No signi nc ant va riatio ns du eto s e x a nd age w e r efo u nd in the s epa ra
－
m ete rs． significa nt r egio n aldiffe re nce s w e r efo u nd in t he S－ a nd G2十M － h．a n ctio ns， With highe r
v alu e sin the back of ha ndst ha nin t he 丑ia c regio n of t he ab do m e n． Itap pe a r ed likelythatthe
diffe r e n c esbetw ee nthe s etw o regio n sis ca u sed m ainly bylo ng te rm Ofe xpo su r eto the su nlight．
